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·基础研究·
HJJB复方对非酒精性脂肪性肝炎大鼠
胰岛素信号转导环节的影响
李红山1，2 应 豪1 胡爱荣1 胡耀仁1 陈少东3
摘要 目的 观察红景天苷、姜黄素、绞股蓝总苷、白术多糖(HJJB)复方对非酒精性脂肪性肝炎
(NASH)大鼠胰岛素信号转导环节的干预作用。方法 采用高脂饮食 14 周诱导的大鼠胰岛素抵抗 NASH模
型。在造模第 9 周起，随机分为模型组、西药组(罗格列酮，0. 4 mg /kg)和中药组(HJJB)。干预 6 周后，观察
肝组织病理变化(HE染色) ，检测肝组织 TG含量、ALT活性、血清空腹胰岛素(FINS)含量、空腹血糖(FBG)
含量、胰岛素抵抗指数(HOMA-IＲ) ，检测肝组织胰岛素受体底物 1(IＲS1)、磷酸化 IＲS1(pIＲS1)、磷脂酰肌
醇-3-激酶(PI3K)、磷酸化 PI3K(pPI3K)、蛋白激酶 B(PKB)、磷酸化 PKB(pPKB)蛋白含量;检测肝组织
IＲS1、PI3K、PKB mＲNA水平。结果 与正常组比较，模型组出现肝细胞脂肪变性，TG、ALT、FINS、FBG及 HO-
MA-IＲ升高(P ＜ 0. 01)，IＲS1、pIＲS1、PI3K、pPI3K、PKB、pPKB 蛋白及 IＲS1、PI3K、PKB mＲNA 降低(P ＜ 0. 01)。
与模型组比较，中药组和西药组上述病理改变明显减轻，血清 TG、ALT、FINS、FBG及 HOMA-IＲ含量降低(P ＜
0. 05)。中药组 IＲS1、pIＲS1、PI3K、pPI3K、PKB、pPKB蛋白及 IＲS1、PI3K、PKB mＲNA水平较模型组及西药组升
高(P ＜0. 01，P ＜0. 05)，TG及 ALT较西药组降低(P ＜0. 01)。结论 HJJB复方可上调 NASH大鼠肝脏 IＲS1 基
因表达和蛋白含量，改善 PI3K/PKB信号通路。
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Effect of HJJB Compound on Insulin Signal Transduction Link of Non-alcoholic Steatohepatitis Ｒats LI
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cal College of Xiamen University，Fujian (361005)
ABSTＲACT Objective To observe the intervention effect of HJJB compound(salidroside，curcumin，gype-
nosides and atractylodes polysaccharides) on insulin signal transduction link of non-alcoholic steatohepatitis
(NASH)rats． Methods SD male rats were induced by high-fat diet for 14 weeks for insulin resistance NASH mod-
el． From the ninth week，the rats were divided into the model group，the Western medicine(WM)group (rosiglita-
zone，0. 4 mg /kg)and the Chinese medicine (CM)group (HJJB)at random． Six weeks after medication，liver pa-
thology (HE staining) ，hepatic TG content，serum ALT activity，serum fasting insulin (FINS) ，serum fasting
blood glucose(FBG) ，insulin resistance index(HOMA-IＲ)were observed． Protein content of hepatic insulin recep-
tor substrate insulin receptor substrate 1 (IＲS1) ，phosphorylation of IＲS1(pIＲS1) ，phosphatidylinositol-3 kinase
(PI3K) ，phosphorylation of PI3K(pPI3K) ，protein kinase B (PKB)and phosphorylation of PKB (pPKB)were
detected． mＲNA expression of hepatic IＲS1，PI3K，PKB were also detected． Ｒesults Significant hepatic steatosis
were observed in the model group． TG，ALT，FINS，FBG and HOMA-IＲ of model group were higher than those of
the normal group(P ＜ 0. 01)． Hepatic IＲS1，pIＲS1，PI3K，pPI3K，PKB，pPKB protein expression level and
IＲS1，PI3K，PKB mＲNA level were lower than those of the normal group (P ＜0. 01)． Hepatic pathological chan-
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ges in the CM group and WB the group were meliorated，ALT，FINS，FBG，HOMA-IＲ and TG of the CM group
and the WM group were lower than those of the model group(P ＜0. 05)． Hepatic IＲS1，pIＲS1，PI3K，pPI3K，
PKB，pPKB protein expression level and IＲS1，PI3K，PKB mＲNA of the CM group were higher than those of the
model group and the WM group(P ＜0. 01，P ＜0. 05) ，ALT and TG of the CM group were lower than those of the
model group(P ＜0. 01)． Conclusion HJJB Compound can significantly increase hepatic IＲS1 gene expression and
protein content of fatty liver in rat，and then improve the PI3K/PKB signal pathways．
KEYWOＲDS non-alcoholic steatohepatitis;insulin signal transduction;HJJB compound
非酒精性脂肪性肝病(non-alcoholic fatty liver dis-
ease，NAFLD)与胰岛素抵抗(insulin resistance，IＲ)和遗
传易感性密切相关 ［1］。目前，NAFLD已成为西方发达
国家最普遍的慢性肝病［2］，在我国，由于生活习惯与饮
食结构的改变，近年来发病率呈上升趋势，北京地区成
人脂肪肝患病率高达 30%［3］，上海地区上班族 NAFLD
患病率高达 38. 17%［4］，到 2020 年，NAFLD将是肝移植
的最主要原因［5］。积极有效防治 NAFLD具有重要的社
会和经济意义。前期研究发现，由红景天苷、姜黄素、绞
股蓝总苷、白术多糖特定配比组成的中药组分复方
“HJJB”具有良好的防治实验性脂肪肝的药效学效
应［6，7］，但其防治脂肪肝的机制尚不明确。为此，本研究
拟运用高脂饮食诱导的大鼠胰岛素抵抗非精性脂肪性
肝炎(non-alcoholic steatohepatitis，NASH)模型，围绕胰
岛素信号转导通路的关键环节，观察 HJJB 复方对胰岛
素信号转导环节的影响，以揭示该方防治 NASH的部分
作用机制。
材料与方法
1 实验动物 SD雄性大鼠 32 只，体重 100 ～ 120
g，清洁级，1 月龄，购自上海斯莱克实验动物有限责任
公司。宁波大学实验动物中心屏障动物房饲养、造模
与观察，自由饮水。实验动物合格证号:SCXK(沪)
2012 － 0002。实验动物的使用经过宁波大学动物伦理
委员会批准。
2 药物、试剂及仪器 红景天苷(规格 98%，批
号:ZL141220122)、姜 黄 素 (规 格 98%，批 号:
ZL15021004A)、绞 股 蓝 总 苷 (规 格 98%，批 号:
ZL150307100)、白 术 多 糖 (规 格 50%，批 号:
ZL150102141)均购自南京泽郎生物科技有限公司。
HJJB复方剂量参照参考文献［6］，具体如下:红景天苷
5. 77 +绞股蓝总苷 17. 68 +姜黄素 4. 35 +白术多糖
69. 75［单位:mg /(kg #d)］，配制成红景天苷 5. 77 mg +
绞股蓝总苷 17. 68 mg +姜黄素4. 35 mg +白术多糖
69. 75 mg /5 mL的混悬液备用。罗格列酮片:规格:4
mg /片，成都恒瑞制药有限公司，批号:150109，根据人
临床应用剂量(4 mg /d)转换，得出大鼠的临床用量为
0. 4 mg /(kg #d) ，配成浓度为 0. 08 mg /mL 的悬浊液备
用。高脂饲料由上海普路腾生物科技有限公司生产。
TG(批号:20151029)、ALT(批号:20151028)、葡萄糖
测定试剂盒(批号:20150804147)均购自南京建成生
物工程公司。血清胰岛素(批号:201601)、肝组织胰
岛素受体底物 1(insulin receptor substrate 1，IＲS1，批
号:201509)、磷酸化胰岛素受体底物 1(pIＲS1，批号:
201511)、磷脂酰肌醇-3-激酶(phosphatidylinositol-3 ki-
nase，PI3-K，批号:201603)、磷酸化磷脂酰肌醇-3-激
酶(pPI3-K，批号:201511)、蛋白激酶 B(protein kinase
B，PKB，批号:201603)、磷酸化蛋白激酶 B(pPKB，批
号:201511)ELISA 试剂盒，均购自上海源叶生物科技有
限公司。ＲNA抽提试剂盒(批号:AK9108)、反转录试剂
(批号:ＲＲ036A)、定量 PCＲ试剂(批号:DＲＲ820A)均购
自日本 TaKaＲa公司。PCＲ引物由上海涵悦生物科技有
限公司设计，上海生工生物技术有限公司合成。Cyta-
tion3酶标仪，美国 BioTek(伯腾)公司。7900 HT荧光定
量 PCＲ仪(ABI，USA)。
4 分组、模型制备及干预方法 SD 雄性大鼠
32只，自造模之日起，按随机数字表法分为正常组 8只、
造模组 24只，模型制备参照参考文献［8］，大鼠以高脂
饲料(10%猪油 + 2%胆固醇 + 88%基础饲料)喂养 14
周造模，本次造模成功率 100%。第 9周起，将造模组大
鼠按随机数字表法分为模型组、中药组(HJJB 复方)和
西药组(罗格列酮组) ，每组各 8只，灌胃给予相应药物，
正常组与模型组灌胃等体积饮用水，持续 6周。在造模
及干预期间正常组给予正常饮食。
5 检测指标及方法标本留取 干预结束后禁食
12 h后，用 2%戊巴比妥钠 3 mL /kg腹腔注射麻醉，打
开腹腔。经下腔静脉采血，离心后吸取血清，－ 70 ℃
低温保存。在同一肝叶和位置切取两小块组织，约
0. 8 cm ×0. 8 cm × 0. 5 cm，一块置入 10%中性福尔马
林缓冲液中固定，另定位取肝组织分装于离心管中 －
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70 ℃低温保存。
5. 1 肝组织 TG 含量和血清 ALT 活性检测 采
用生化试剂盒检测。
5. 2 胰岛素抵抗指数计算 血清空腹胰岛素
(fasting insulin，FINS)含量采用 ELISA 试剂盒检测;
空腹血糖(fasting blood glucose，FBG)含量采用葡萄糖
氧化酶法测定;胰岛素抵抗指数(HOMA-IＲ)= FBG ×
FINS / 22. 5。
5. 3 肝组织 IＲS1、pIＲS1、PI3K、pPI3K、PKB、pP-
KB蛋白含量检测 采用 ELISA 试剂盒检测，试剂盒
购自上海源叶生物科技有限公司。
5. 4 肝组织 IＲS1、PI3K、PKB mＲNA 表达检测
每组随机抽取5 个样本，采用实时荧光定量 PCＲ 法检
测，ＲNA提取按抽提试剂盒进行，反转录按反转录试
剂盒操作。引物序列见表 1。PCＲ 扩增条件为:
95 ℃，5 s;40 个循环，95 ℃，5 s;60 ℃，30 s。
表 1 目的基因引物序列
基因名称 序列 产物长度(bp)
IＲS1 上游:5'-TGGGTGGAGAGAGTATTA-3' 86
下游:5'-GTGCTGTGAGGAAAGTTA-3'
PI3K 上游:5'-GCCTCCATTCACCACCTCT-3' 79
上游:5'-CCTCTCCTTCCAAGCCTCA-3'
PKB 上游:5'-TTGTCCTTTTAGATGCTT-3' 160
下游:5'-CGATTTTTATTGACTTTG-3'
5. 5 肝脏常规 HE 染色 大鼠处死后迅速将肝
组织固定于 10 % 中性福尔马林溶液中，然后脱水、石
蜡包埋、制片(厚度 4 μm)、常规 HE 染色，在光镜下放
大 200 倍观察肝组织的脂肪变程度。
6 统计学方法 使用 SPSS 16. 0 软件包对数据
进行统计学分析。计量资料均以x ±s 表示。组间比
较采用单因素方差分析及LSD 检验，P ＜ 0. 05 为差异
有统计学意义。
结 果
1 各组大鼠一般情况比较 实验过程中各组大
鼠状态良好，毛发色泽正常，饮食量无明显差异，模型
组及两个给药组大鼠性情较为温顺，活动量减少，各组
动物均无死亡发生。
2 各组大鼠肝组织 TG 含量和血清 ALT 活性比
较(表 2) 与正常组比较，模型组大鼠肝组织 TG含量
和血清 ALT活性升高(P ＜ 0. 01)。与模型组比较，两
个给药组 TG和 ALT降低(P ＜ 0. 05，P ＜ 0. 01)。与西
药组比较，中药组 TG和 ALT降低(P ＜ 0. 01)。
表 2 各组大鼠肝组织 TG含量及血清
ALT活性比较 (x ±s )
组别 n TG(mg /g) ALT(U /L)
正常 8 22 ± 4 21 ± 7
模型 8 139 ± 25* 59 ± 13*
西药 8 103 ± 19△ 48 ± 8△
中药 8 37 ± 5△△▲ 28 ± 6△△▲
注:与正常组比较，*P ＜ 0. 01;与模型组比较，△P ＜ 0. 05，△△P ＜
0. 01;与西药组比较，▲P ＜ 0. 01
3 各组大鼠 FINS、FBG 及 HOMA-IＲ 比较(表 3)
与正常组比较，模型组大鼠血清 FINS、FBG、HOMA-IＲ
升高(P ＜ 0. 01)。与模型组比较，两个给药组 FINS、
FBG、HOMA-IＲ降低(P ＜ 0. 01)。与西药组比较，中药
组 FINS、FBG、HOMA-IＲ降低(P ＜ 0. 01)。
表 3 各组大鼠 FINS、FBG及 HOMA-IＲ比较 (x ±s )
组别 n FINS(mIU /L) FBG(mmol /L) HOMA-IＲ
正常 8 16． 5 ± 3． 1 2． 88 ± 0． 27 2． 1 ± 0． 4
模型 8 36． 2 ± 5． 7* 5． 58 ± 0． 21* 9． 0 ± 1． 4*
西药 8 25． 2 ± 3． 0△ 4． 22 ± 0． 59△ 4． 7 ± 1． 0△
中药 8 19． 7 ± 3． 5△▲ 3． 10 ± 0． 50△▲ 2． 8 ± 0． 8△▲
注:与正常组比较，*P ＜ 0. 01;与模型组比较，△P ＜ 0. 01;与西药组
比较，▲P ＜ 0. 01
4 各组肝组织大鼠 IＲS1、PI3K、PKB 蛋白含量比
较(表 4，图 1) 与正常组比较，模型组大鼠 IＲS1、PI3K、
PKB蛋白含量降低(P ＜ 0. 01)。与模型组比较，中药组
IＲS1、PI3K、PKB蛋白含量升高(P ＜ 0. 01) ，西药组 IＲS1
升高(P ＜ 0. 05)。与西药组比较，中药组 IＲS1、PI3K、
PKB蛋白含量升高(P ＜0. 01)。
表 4 各组大鼠 IＲS1、PI3K、PKB蛋白含量比较 (x ±s )
组别 n IＲS1(pmol /g) PI3K(pmol /g) PKB(nmol /g)
正常 8 129 ± 25 482 ± 59 368 ± 39
模型 8 66 ± 13* 239 ± 44* 186 ± 30*
西药 8 88 ± 16△ 271 ± 30 211 ± 40
中药 8 108 ± 12△△▲ 405 ± 32△△▲ 312 ± 39△△▲
注:与正常组比较，*P ＜ 0. 01;与模型组比较，△P ＜ 0. 05，△△P ＜
0. 01;与西药组比较，▲P ＜ 0. 01
5 各组肝组织大鼠 pIＲS1、pPI3K、pPKB 蛋白含量
比较(表 5) 与正常组比较，模型组 pIＲS1、pPI3K、
表 5 各组大鼠 pIＲS1、pPI3K、pPKB蛋白含量比较 (x ±s )
组别 n pIＲS1(pmol /g) pPI3K(pmol /g) pPKB(nmol /g)
正常 8 55 ± 8 36 ± 4 161 ± 27
模型 8 28 ± 4* 17 ± 4* 83 ± 17*
西药 8 33 ± 5 20 ± 4 93 ± 13
中药 8 49 ± 9△▲ 29 ± 5△▲ 140 ± 17△▲
注:与正常组比较，*P ＜ 0. 01;与模型组比较，△P ＜ 0. 01;与西药组
比较，▲P ＜ 0. 01
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pPKB蛋白含量降低(P ＜ 0. 01)。与模型组比较，中药
组 pIＲS1、pPI3K、pPKB 蛋白含量升高(P ＜ 0. 01)。与
西药组比较，中药组 pIＲS1、pPI3K、pPKB 蛋白含量升
高(P ＜ 0. 01)。
6 各组肝组织大鼠 IＲS1、PI3K、PKB mＲNA 比较
(表 6) 与正常组比较，模型组 IＲS1、PI3K、PKB mＲNA
降低(P ＜ 0. 01)。与模型组比较，中药组 IＲS1、PI3K、
PKB mＲNA 升高(P ＜ 0. 01)。与西药组比较，中药组
IＲS1、PI3K、PKB mＲNA升高(P ＜0. 01)。
表 6 各组大鼠 IＲS1、PI3K、PKB mＲNA 比较 (x ±s )
组别 n IＲS1 PI3K PKB
正常 5 1． 01 ± 0． 13 1． 02 ± 0． 21 1． 00 ± 0． 14
模型 5 0． 52 ± 0． 10* 0． 53 ± 0． 11* 0． 52 ± 0． 11*
西药 5 0． 62 ± 0． 13 0． 62 ± 0． 12 0． 63 ± 0． 12
中药 5 0． 86 ± 0． 19△▲ 0． 87 ± 0． 14△▲ 0． 82 ± 0． 18△▲
注:与正常组比较，*P ＜ 0. 01;与模型组比较，△P ＜ 0. 01;与西药组
比较，▲P ＜ 0. 01
7 各组大鼠肝组织病理结果(图 2) 正常组大
鼠肝细胞结构和形态正常，胞浆内无脂肪滴积聚，小叶
内无明显炎细胞浸润。模型组大鼠肝细胞胞浆疏松，
脂肪变性明显，可见大量的脂肪滴蓄积，部分细胞由于
脂肪滴挤压见细胞核偏移，并可见散在的点灶状坏死
伴少量炎细胞浸润。两个给药组上述病理表现明显减
轻，其中中药组减轻最为明显。
讨 论
本研究结果表明，高脂饮食造模 14 周后模型大鼠
肝组织 TG 含量、血清 ALT 活性、血清 FINS、FBG 及
HOMA-IＲ较正常组均升高，HE 染色显示模型大鼠肝
组织出现明显的脂肪变性和一定的炎细胞浸润。提示
高脂饮食造模 14 周可成功诱导胰岛素抵抗 NASH 模
型。而 HJJB复方能明显降低模型大鼠肝组织 TG 含
量、血清 ALT活性、血清 FINS、FBG 含量及 HOMA-IＲ，
验证了该方防治实验性脂肪肝的药效学效应，同时也
提示该方能明显改善胰岛素抵抗大鼠高胰岛素血症及
胰岛素抵抗程度。
近年来，越来越多的学者开始 NAFLD 机理研究，
但其确切的发病机制仍不十分明确，多数学者认为胰
岛素信号转导改变和脂肪代谢失衡是形成 NAFLD 的
主要启动因素之一［9］。作为胰岛素受体底物最为经典
的成员成一，IＲS1 在胰岛素抵抗和胰岛素信号转导中
起着非常重要的作用［10］。IＲS1 蛋白表达减少时，
注:A为 IＲS1;B为 PI3K;C为 PKB;1 为溶解曲线;2 为扩增曲线
图 1 ＲT － PVＲ曲线图
注:A为正常组;B为模型组;C为中药组;D为西药组;红色箭头示肝细胞点灶状坏死;黑色箭头示肝细胞脂肪变性
图 2 各组大鼠肝组织病理结果 (HE，× 200)
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胰岛素信号转导会被抑制［11］。而 IＲS1 蛋白表达上调
和酪氨酸磷酸化，则可促进 PI3K磷酸化。胰岛素的许
多生物学作用是通过 PI3K 的磷酸化进而激活其下游
PKB /AKT信号途径实现的［12］。PKB /AKT 信号的异
常能促进固醇调节元件结合蛋白 － 1c(Sterol regulatory
element binding protein-1c，SＲEBP － 1c)的表达增
加［13］，SＲEBP －1c是参与脂肪合成相关基因表达调控
的关键环节，可导致相关脂肪合成的基因转录增强，是
NAFLD重要的基因调控连结点［14］。
本研究结果表明，模型组 IＲS1、PI3K、PKB 蛋白及
mＲNA和 pIＲS1、pPI3K、pPKB 蛋白较正常组均降低，
提示胰岛素抵抗 NASH模型大鼠胰岛素信号转导环节
严重异常。HJJB 复方干预后，肝组织 IＲS1 mＲNA 水
平、IＲS1 及 pIＲS1 含量均大幅度升高，同时，肝组织
PI3K、PKB mＲNA 水平和 PI3K、PKB、pPI3K、pPKB 蛋
白亦出现明显上调。提示 HJJB 复方能上调肝脏 IＲS1
基因表达和磷酸化水平，进而改善 PI3K /PKB 信号通
路，这是该方防治 NASH 重要机制和药理环节。HJJB
复方在降低肝脏脂肪含量、减轻肝损伤、改善胰岛素抵
抗及胰岛素信号通路方面均显著优于罗格列酮。罗格
列酮未显示出改善胰岛素信号通路的作用。提示
HJJB复方是一个比较理想的防治 NASH的药物。
然而，本研究仅是从动物实验角度探讨 HJJB复方
对胰岛素信号转导环节的作用，其对肝细胞胰岛素信
号转导环节的作用尚不明确，对 PI3K /PKB 信号通路
下游环节的影响也不明确，有待今后进一步深入研究。
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